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zaplemba, znotrajcelična zaplemba ter kemijska modifikacija PTK. Znano je, da 
onesnaženje s PTK lahko izzove ko-selekcijski proces, tako da pride do selekcije 
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Zaradi industrializacije in hitro rastočega števila prebivalstva se danes soočamo z vse večjim 
onesnaženjem s potencialno toksičnimi kovinami (PTK) v okolju. Problem povečanih vsebnosti 
PTK je, da se ne razgradijo in v okolju ostajajo dlje kot ostala onesnažila.  Nevarne so predvsem 
tiste PTK, ki nimajo esencialnih funkcij v življenjskem ciklu organizmov (na primer živo 
srebro, kadmij, svinec), saj že v nizkih koncentracijah vodijo do motenj v delovanju.  
 
Najbolj problematično je kopičenje PTK v tleh, kjer pridejo v stik z bogato mikrobioto tal. Tam 
imajo lahko že v nizkih koncentracijah (odvisno od (bio)dostopnosti), toksične učinke, ki so 
povezani predvsem z denaturacijo proteinov in uničenjem celične membrane. Posledično lahko 
pride do spremembe mikrobne biomase, pestrosti ter encimske aktivnosti. PTK iz tal se lahko 
tudi akumulirajo v rastline in preko njih preidejo v človeško in živalsko prehranjevalno verigo 
(Lemire in sod., 2013). Visoke koncentracije kovin v tkivih ljudi in živali povzročijo prizadetost 
organov, nevrološke motnje in v skrajnih primerih tudi smrt (Abbas in sod., 2018).  
 
Nekatere bakterije so se prilagodile na povečane vsebnosti PTK v tleh, tako da so razvile 
številne mehanizme rezistence, s katerimi lahko pretvorijo PTK v manj toksične oblike, ali pa 
jih vežejo na membrane ali znotraj celic. Poznavanje mehanizmov bakterijske rezistence na 
PTK je pomembno predvsem z vidika njihove biotehnološke uporabe za čiščenje onesnaženega 
okolja, kot je bioremediacija.  
 
Namen diplomske naloge je pregled literature o PTK v tleh, njihovem vplivu na bakterije ter 
njihovi prilagoditvi na PTK. Podan je tudi pregled literature s področja biotehnološke uporabe 
rezistentnih bakterij in mehanizmov rezistence. 
2 POTENCIALNO TOKSIČNE KOVINE 
Med potencialno toksične kovine (PTK) spadajo živo srebro (Hg), kadmij (Cd), arzen (As), 
nikelj (Ni), kobalt (Co), svinec (Pb), cink (Zn), baker (Cu), nikelj (Ni) in titan (Ti), ki so naravno 
prisotne v zemeljski skorji. Nekatere izmed njih so v majhnih koncentracijah nujno potrebne za 
delovanje organizmov, saj sodelujejo v vlogi kofaktorjev pri mnogih metaboličnih procesih 
(Lemire in sod.,  2013). Tako je na primer Zn sestavni del encimov ali deluje kot njihov kofaktor 
(dehidrogenaze, peptidaze idr.), ter sodeluje pri metabolizmu proteinov ter sladkorjev. Cu pa 
kot kofaktor encimov sodeluje pri reakcijah biosinteze ogljikovodikov in v reakcijah sproščanja 
energije v celicah (Ahemad, 2014). 
 
Viri PTK so tako naravni kot antropogeni. Naravno so PTK komponenta mineralov, v tla pa 
vstopijo preko preperevanja kamnin. Ostali naravni viri so izpusti prahu in/ali plinov iz morske 
vode in vulkanov. PTK iz takšnih virov predstavljajo majhen odstotek onesnaženosti s PTK. 
Problematične PTK so predvsem tiste iz antropogenih virov, ki jih predstavljajo emisije iz 
industrije in prometa, rudarstva in predelovanja rude, kmetijstva (uporaba gnojil in pesticidov, 
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odpadnih komunalnih voda za namakanje) ter nepravilnega odlaganja odpadkov. Kovinsko 
predelovalna industrija prispeva največje emisije As, Pb, Cd, Co, Ni, Hg in Zn, odpadne 
namakalne vode vodijo v akumulacijo Pb, Cd, Cr, Co, Zn na poljih. Mineralna gnojila 
prispevajo predvsem k vnosu Pb, Co, in Zn v tla. Pesticidi so lahko vir Hg, Co in As (Blume in 
sod., 2016). 
2.1 USODA V OKOLJU 
PTK v tla vstopajo neposredno ali preko emisij. Tam je njihova usoda odvisna od oblike, v 
kateri se nahajajo, in od sestave tal. Ta so v osnovi sestavljena iz organskega in mineralnega 
(anorganskega) dela, vmes pa so pore z vodo (slika 1). PTK se lahko vežejo na mineralni in 
organski del, ali pa so raztopljene v talni raztopini, ki se nahaja v porah (Blume in sod., 2016). 
Oblike, v katerih se PTK nahajajo v tleh, so: (a) topna oblika, (b) vezane na organsko snov tal 
(v tej obliki največkrat najdemo Co in Cr), ter (c) vezane s karbonati in oksidi železa (Fe) in 
mangana (Mn) (Brady in Weil, 2008).   
 
Ko PTK pridejo v tla, se razporedijo v različne frakcije, z različno biodostopnostjo, mobilnostjo 
in toksičnostjo. Razporejanje je uravnavano z reakcijami, kot so: precipitacija in disolucija 
mineralov, ionska izmenjava, adsorpcija in desorpcija, tvorba kompleksov v talni raztopini, 
biološka imobilizacija in mobilizacija, ter privzem s strani rastlin. Pri nizki stopnji 
onesnaženosti igrata najpomembnejšo vlogo adsorpcija in desorpcija, pri višji stopnji pa pride 
tudi do ostalih procesov. PTK se najprej adsorbirajo s tako imenovanimi hitrimi reakcijami, 
nato pa pride do počasnih adsorpcijskih reakcij, ki potekajo več let (Wuana in Okieimen, 2011; 
Olaniran in sod., 2013).   
 
Slika 1: Sestava tal (Cipullo in sod., 2018) 
V aerobnih okoljih sorpcijo kovin določajo predvsem nespecifični in specifični adsorpcijski 
procesi. Pri specifični vezavi gre za tvorbo kompleksov kovinskih hidroksidov v trdnem delu 
tal, pri nespecifični vezavi gre za elektrostatično povezavo kovinskih kationov na negativno 
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nabite izmenjevalne površine. Poleg vezave na izmenjevalne površine lahko pride do počasne 
difuzije Cd, Ni, Zn v kristalno mrežo železovih (Fe) in Mn oksidov in glinenih mineralov v tleh 
(Blume in sod., 2016; Cipullo in sod., 2018). 
2.2 BIODOSTOPNOST 
Pri presojanju škodljivosti PTK za organizme sta ključni biološka dostopnost in razpoložljivost. 
Na področju okoljskih znanosti pa ni splošno sprejetih definicij za biodostopnost in 
biorazpoložljivost. Ta problem so izpostavili Semple in sod. (2014), ki so izoblikovali naslednje 
definicije. Biodostopnost (angl. bioavailability) je širši pojem, ki se nanaša tako na sproščanje 
iz matriksa (tal) kot privzemanje onesnaževalca skozi celično membrano. Biorazpoložljivost 
(angl. bioaccessibility) pa se nanaša izključno na privzemanje onesnaževalca s strani 
organizma, skozi celično membrano. Torej, biološko razpoložljiva frakcija kovin je tista, ki jo 
lahko rastline neposredno privzamejo v celice. Peijnenburg in sod. (1997) pa, nasprotno, 
uporabljajo le izraz biodostopnost (angl. bioavailability). Biodostopnost obravnavajo kot 
dinamičen proces, ki vključuje dve fazi: fizikalno-kemijsko desorpcijske procese in fiziološke 
procese privzema. Za prvi proces predlagajo uporabo izraza okoljska dostopnost (angl. 
availability), za drugega pa okoljska biodostopnost (angl. bioavailability), ki se nanaša na 
organizme. Potrebno je upoštevati tudi toksikološko biodostopnost (angl. toxicological  
bioavailability), ki vključuje prerazporejanje znotraj organizma in toksične učinke. V nalogi 
bom uporabljala pojem (bio)dostopnost, kot ga definirajo Peijnenburg in sod. (1997).   
2.2.1 Dejavniki, ki vplivajo na biodostopnost PTK 
Mikroorganizmom (MO) ter rastlinam v tleh je dostopen le tisti del kovin, ki je v prosti ionski 
obliki v talni raztopini. (Bio)dostopnost v tleh je odvisna od razporejanja kovin med trdno in 
tekočo fazo, kar pa določajo interakcije med kovinami in trdnim delom talnega matriksa 
(organska snov, glineni minerali in oksidi). Na omenjene interakcije vplivajo fizikalno-
kemijske lastnosti tal, kot so pH, kemijska sestava tal, odstotek organskega ogljika, slanost, 
lastnosti onesnaževalca, heterogenost matriksa, redoks potencial in MO (Blume in sod., 2016). 
Poleg teh lastnosti na (bio)dostopnost vplivajo tudi biološki procesi, preko katerih 
onesnaževalec vstopi v celico, ti pa so odvisni od vrste organizma in njegove biologije (Cipullo 
in sod., 2018). 
 
Kot že omenjeno na (bio)dostopnost močno vpliva sestava tal. Prisotnost Fe in Mn ter glinenih 
mineralov v tleh ter tudi fosfatov in karbonatov zmanjša (bio)dostopnot PTK v tleh (Blume in 
sod., 2016; Cipullo in sod., 2018). Naslednji pomemben dejavnik je čas. Vezava PTK na/v tla 
se s časom krepi, torej se (bio)dostopnost manjša (Cipullo in sod., 2018). 
 
Eden izmed pomembnih dejavnikov, ki vplivajo na (bio)dostopnost PTK, je tudi pH tal. 
Ugotovili so, da so pri visokih vrednostih pH kovine v tleh netopne in posledično manj 
(bio)dostopne,  pri nizkih pa se formirajo proste ionske spojine ali organo-kovine, kar poveča 
njihovo (bio)dostopnost. Ozadje tega je, da je v kislem okolju na voljo več H+ (protonov), ki 
nasičijo adsorptivna mesta in tako kovine ne morejo tvoriti oborin s fosfati. Pri bolj bazičnih 
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pogojih pa lahko kovinski ioni nadomestijo protone in tvorijo komplekse, kot so hidrokso-
kovinski kompleksi. V nekaterih primerih so ti kompleksi (Cd, Ni, Zn) topni, v drugih pa 
netopni (Cr, Zn). Že pri majhni spremembi pH lahko pride do znatnih sprememb topnosti in 
(bio)dostopnosti (Cipullo in sod., 2018; Olaniran in sod., 2013). 
 
Redoks potencial okolja ravno tako vpliva na speciacijo PTK in posledično (bio)dostopnost. 
Redoks potencial je dosežen z oksidacijsko-redukcijskimi reakcijami, ki pa so v tleh navadno 
počasne. Na njih lahko vpliva mikrobna aktivnost. Reducirajoče razmere (negativen redoks 
potencial) v anaerobnih okoljih lahko povzročijo precipitacijo PTK in zmanjšanje 
(bio)dostopnosti (Olaniran in sod., 2013). 
2.2.2 Metode določanja biodostopnosti 
Praviloma se okoljska tveganja, povezana z onesnaženjem s PTK, še vedno ocenjuje na osnovi 
skupne vsebnosti kovin, določene po tretiranju z močnimi kislinami, z uporabo analitskih 
metod, kot sta atomska absorpcijska spektrometrija in ionska kromatografija. Žal te metode ne 
razlikujejo med dostopno in nedostopno vsebnostjo kovin v tleh. Danes poznamo številne 
metode za ugotavljanje količine (bio)dostopnih kovin, ki so tako kemijske (določanje PTK v 
talni raztopini, ekstrakcije z različnimi topili, zaporedne ekstrakcije, ionska izmenjava in 
druge), kot tudi biološke (biosenzorji). Največja težava je pogosto ta, da na podlagi rezultatov, 
pridobljenih v nebioloških sistemih, ne moremo enostavno sklepati o dogajanju v bioloških 
sistemih (Liao in sod., 2006; Abbas in sod., 2018). 
2.2.2.1 Kemijske metode 
Določanje PTK v talni raztopini  uporabljajo za določanje proste ionske aktivnosti v raztopini, 
ki predstavlja najustreznejši parameter za določanje (bio)dostopnosti in toksičnosti kovin v 
onesnaženih tleh. Ena izmed tehnik, ki je precej razširjena, je tehnika difuzijskega gradienta v 
tankem filmu (angl. diffusive gradients in thin films, DGT), ki poteka v plasti hidrogela in 
smolnega gela. Naprave za DGT omogočajo pasivno akumulacijo labilnih delcev iz raztopine, 
uporabljajo pa jih za in situ ugotavljanje kovin, raztopljenih v vodi. Uporablja se lahko tudi za 
ugotavljanje (bio)dostopnih frakcij elementov v tleh (Cipullo in sod., 2018). Naslednja metoda 
za ugotavljanje (bio)dostopne frakcije kovin je ekstrakcija le teh z različnimi ekstraktanti, 
kot so raztopine soli (CaCl2, NaNO3, NH4NO3, Ca(NO3)2, AlCl3, MgCl2), raztopine kislin 
(HNO3, CH3COOH, HCl) ali kelatorji (EDTA). Ta test je bil prvotno namenjen za ugotavljanje 
pomanjkanja hranil v tleh in po navadi vsebuje organske kelatorje in kisline za posnemanje 
privzema kovin v rastlinah. V zadnjem času so metodo prilagodili, da lahko meri potencialno 
(bio)dostopno koncentracijo frakcije kovin v tleh in sedimentih (Cipullo in sod., 2018). Z 
zaporednimi ekstrakcijami (angl. sequestral extractions) lahko kvantificiramo razporeditev 
kovin med različnimi frakcijami tal in ocenimo mobilnost potencialno toksičnih elementov. 
Metoda vključuje 3 do 7 zaporednih korakov, pri katerih uporabimo naraščajočo koncentracijo 
kislin ali drugih ekstraktantov. Za razliko od prejšnjih dveh metod, nam ta da informacijo o 
obnašanju onesnaževalca skozi čas (Cipullo in sod., 2018).  
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Zgoraj opisane tehnike so že precej dolgo v uporabi, vendar so njihove slabosti te, da so 
dolgotrajne in da je standardizacija izvajanja in interpretacija rezultatov težavna (Cipullo in 
sod., 2018). 
2.2.2.2 Biosenzorji 
Metoda, ki so jo razvili v zadnjem času in se je izkazala za uspešno, je uporaba gensko 
spremenjenih bakterij kot biosenzorjev za detekcijo (bio)dostopnih kovinskih ionov. Te 
bakterije so po navadi rezistentne na PTK, imenujemo pa jih senzorske bakterije. Senzorske 
bakterije vsebujejo gene za reporterske proteine, katerih izražanje je uravnavano z 
regulatornimi elementi, ki so odzivni na kovine. Regulatorni elementi so lahko s fuzijo združeni 
z reporterskim genom, ki po ekspresiji, do katere pride v prisotnosti določene PTK, producira 
signal, ki ga je možno meriti.  Količino kovine lahko detektiramo z merjenjem reporterskega 
proteina, ki ga je producirala senzorska bakterija. Biosenzorji ne nadomeščajo kemijskih analiz, 
ampak jih dobro dopolnjujejo, saj s kombinacijo metod dobimo podatke tako za celotno kot za 
(bio)dostopno frakcijo kovin, kar je pomembno pri izbiri remediacijskih pristopov, omogoča 
pa tudi vpogled v to, v kakšnih pogojih neka kovina postane (bio)dostopna. Problem je le v 
nespecifičnosti takega sistema (Bereza-Malcolm in sod., 2018). 
 
Za detekcijo PTK z biosenzorji se uporablja reporterske gene, kot so lacZ, lux in luc. 
Kolorimetrične encimske analize in bioluminiscenca za ugotavljanje prisotnosti teh proteinov 
so sicer uspešne, a detekcija zahteva dodatne eksogene substrate ali kofaktorje za proizvodnjo 
signala. V zadnjem času se zato vedno bolj uporablja gen za zeleni fluorescenčni protein (angl. 
Green fluorescence protein, GFP) iz meduze. Ta je enostaven za uporabo in ne potrebuje 
eksogenih substratov ali kofaktorjev, poleg tega pa je tudi stabilen in omogoča neinvazivno 
spremljanje v živih celicah (Liao in sod., 2006). Bereza-Malcolm in sod. (2018) so skonstruirali 
biosenzorsko Escherichia coli za ugotavljanje As, Cd in As z uporabo GFP kot reporterskega 
proteina. Senzorski plazmid temelji na izražanju GFP pod kontrolo transkripcijskega 
regulatorja arsR in njegovega promotorja Pars. Ob prisotnosti As v celici pride do dislokacije 
represorja iz arsR in je tako inducirano izražanje gena za GFP, ki ga zaznamo z merjenjem 
fluorescence. Z uporabo tega senzorja so merili (bio)dostopne frakcije kovin v onesnaženih 
sedimentih in kmetijskih tleh, z razponom koncentracij v ekstraktih tal od 0,01 do 4 µg ml-1. S 
tem pristopom so uspeli dobiti pozitivne rezultate, kot fluorescenco ob prisotnosti ionov, a 
razlike v fluorescenci med različnimi ioni ni bilo. V podobni raziskavi so skonstruirali 
bakterijski biosenzor z GFP v Escherichia coli, ki se je izrazil pod kontrolo gena cadR iz 
Pseudomonas aeruginosa BC15 (Raja in Selvam, 2011). 
 
Pola-López in sod. (2018) pa so ustvarili konstrukt v Escherichia coli za ugotavljanje vsebnosti 
As. Biosenzor se imenuje POLA (ABP) in vsebuje tri genetske module: promotor, ojačevalec 
genske ekspresije in reporterski gen. Modul I vsebuje promotor asrR, ki se aktivira ob 
prisotnosti As. V modulu II pride do prepisa RNA polimeraze faga T7, kot posledice prisotnosti 
As. V modulu III pa se RNA polimeraza T7 veže na fagni promotor T7  in prepiše reporterski 
gen gfp, ki producira fluorescenco. Senzor ima meje detekcije med 0,005 in 0,14 µg ml-1 
ekstrakta tal. 
Matijašić K. Bakterijska rezistenca na povečane vsebnosti PTK v tleh. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
6 
 
2.3 TOKSIČNOST PTK 
(Bio)dostopne PTK imajo lahko na organizme številne toksične učinke. Do le teh pride 
predvsem zaradi povečane vsebnosti znotrajceličnih reaktivnih kisikovih spojin (ROS), kot so 
superoksidni anion, peroksid, hidroksilni radikal in hipoklorit, ki povzročijo  poškodbe DNA 
in inhibicijo encimske aktivnosti, ki je nujna za celično rast. Osnova tega pojava je 
FENTONOVA REAKCIJA, kjer gre za oksidacijo stranskega produkta celičnega dihanja, 
vodikovega peroksida, z železovimi ioni (Fe3+). Pri tem nastane OH, ki je visoko reaktiven in 
tako nevaren celici. Tako kot Fe, lahko tudi nekatere PTK sodelujejo v Fentonovi reakciji in s 
tem vplivajo na povečanje vsebnosti ROS v celici. Do povečanih vsebnosti ROS pod vplivom 
PTK lahko pride tudi zaradi reakcije PTK s tioli R-SH, predvsem glutationom, pri čemer se 
nivo ROS poveča kot posledica redukcijske reakcije. Ioni PTK pa lahko tudi uničijo Fe-S 
skupke, pri čemer pride do aktivacije Fenton-aktivnih Fe molekul v celici, kar ima za posledico 
povečano proizvodnjo ROS. Kot odgovor na povečane koncentracije ROS, nekatere bakterije 
in kvasovke, izpostavljene toksičnim količinam PTK, povečajo izražanje genov, ki so vključeni 
v odstranjevanje ROS (Lemire in sod., 2013). 
 
Poleg tega, da povzročajo povečan nivo ROS v celici, lahko ioni PTK tudi direktno vplivajo na 
encime, z nadomeščanjem strukturno in katalitsko pomembnih kationov na le-teh. Temu so 
predvsem podvržene dehidrataze, kar sta Macomber in Imlay (2009) odkrila na primeru 
izopropilmalat-dehidrataze. Prav tako so temu so podvrženi tudi proteini, ki sodelujejo v 
elektronski transportni verigi (npr. NQR-reduktaza), kar povzroči prekinjeno delovanje le-teh 
in posledično spremembo v kemiosmotskem potencialu (Lemire in sod., 2013). 
2.4 VPLIV PTK NA TALNE ORGANIZME IN PROCESE V TLEH 
Mikroorganizmi so v tleh zelo pomembni, saj sodelujejo pri številnih procesih, kot je kroženje 
hranil, kar posledično omogoči rast rastlinam. Kot posledica toksičnosti PTK lahko v tleh pride 
do sprememb v mikrobni združbi ter procesih, ki jih te izvajajo. Glavni mikrobiološki 
pokazatelji sprememb povzročenih s povečano vsebnostjo PTK v tleh so količina MO v tleh, 
spremembe v mikrobni združbi, ki vključujejo tako raznolikost kot sestavo, in sprememba 
encimske aktivnosti (katalaze, ureaze in dehidrogenaze) (Tang in sod., 2019).  
2.4.1 Mikrobna združba v tleh 
Če določena PTK v tleh povzroči spremembe v mikrobioti tal, lahko le-te merimo z uporabo 
različnih kazalcev, kot so biomasni ogljik in dušik ter količina denitrifikacijskih genov. S tem 
dobimo podatke bodisi o spremembi v količini mikroorganizmov ali pa o spremembi v 
raznolikosti in sestavi. Spremembe v biomasi so največkrat posledica prisotnosti nerezistentnih 
vrst v tleh, na katere PTK delujejo toksično, do sprememb v mikrobni združbi pa pride zaradi 
zamenjave občutljivejših vrst z rezistentnimi. Posledično lahko pride do upada raznolikosti. 
Potrebno je upoštevati, da sprememba enega pokazatelja ne pomeni spremembe ostalih dveh 
(Tang in sod., 2019).  Na tem področju je bilo opravljenih že veliko število študij, kjer so s 
pomočjo zgoraj navedenih kazalcev zaznali spremembe v mikrobni združbi. 
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Song in sod. (2018) so proučevali vplive PTK na mikrobno biomaso in sestavo, tako v poljskem 
preskusu (5 let), kot tudi v laboratorijskih razmerah (40 dni). V poljskem poskusu so vzorčili 
tla iz petih različnih lokacij, v laboratorijskem pa so vzorcem z najmanj Cd dodajali 
kombinacije Cd, Cu in Zn. Sestavo so ocenjevali s sekvenciranjem (Illumina) 16s rRNA (V4 
regija). Na začetku poskusa so tako v poljskem kot v laboratorijskem preskusu prevladale 
bakterije iz debel proteobakterij, aktinobakterij, acidobakterij in tistih iz debla chloroflexi. Po 
večanju koncentracij PTK se je najbolj očitno zmanjšala količina aktinobakterij. Mikrobno 
biomaso so ocenjevali z merjenjem ogljika in prišli do ugotovitve, da pri majhnih 
koncentracijah PTK v laboratorijskih razmerah ni prišlo do spremembe biomase, medtem ko je 
v daljšem poljskem preskusu ta upadla. Rezultati so pokazali tudi, da je do največjega 
zmanjšanja prišlo pri dodajanju Cu, najmanjši vpliv pa je imel Zn. Spremembe so bile pri 
dodajanju le ene kovine v primerjavi z večimi zelo majhne. To so pripisali sinergističnemu 
učinku, ki je bil največji pri kombinaciji Cd in Cu. 
 
Spremembe v mikrobni biomasi so ugotavljali tudi Xu in sod. (2015), ki so proučili vpliv TiO2 
in CuO na mikrobno združbo v tleh. Kot indikator so uporabili ogljik in  fosfolipidne maščobne 
kisline. Rezultati so pokazali, da sta obe PTK, tako Ti kot Cu, povzročili zmanjšanje mikrobne 
biomase. Ugotovili so tudi, da so negativni učinki CuO močnejši od TiO2, kar se je odražalo v 
večji spremembi v biomasi (količini ogljika in fosfolipidnih maščobnih kislin). Poleg tega so 
spremljali tudi raznolikost mikrobne združbe in ugotovili, da je CuO zmanjšal raznolikost 
mikrobne združbe, TiO2 pa ne. Merili so tudi nivo stresa in ugotovili, da lahko CuO neposredno 
vpliva na talne MO s spremembo (bio)dostopnosti hranil. 
 
V raziskavi, opravljeni na vzorcih tal, pridobljenih iz industrijsko onesnaženih področij na 
Kitajskem so pokazali, da se je po izpostavitvi PTK (Cd, As, Pb in Zn) najbolj spremenila 
sestava mikrobne združbe, manj pa raznolikost združbe, ter da so zelo pomembne interakcije 
med MO (Li in sod., 2017). 
 
Feng in sod. (2018) so s pomočjo sodobnih tehnik masovnega sekvenciranja bakterijskega 
markerja gena za 16S rRNA ali metagenomskega sekvenciranja v tleh, onesnaženih s Cd, 
ugotovili spremenjeno sestavo mikrobne združbe in  njene funkcionalnosti. Pokazalo se je tudi, 
da je bilo v neonesnaženih tleh v primerjavi z onesnaženimi, več genov za mikrobne metabolne 
poti in encime kot v onesnaženih. V onesnaženih  tleh pa je bila povečana vsebnost genov, ki 
so povezani z odpornostjo MO na Cd. 
 
V raziskavi, ki se je osredotočila na denitrifikacijske bakterije, so ugotovili, da na njih PTK še 
posebej vplivajo. Denitrifikacijski encimi, nitrat-reduktaze in nitrit-reduktaze, se nahajo v 
celični membrani ali periplazemskem prostoru in so najbolj podvrženi vplivu PTK. Z uporabo 
markerja nirK, specifičnega za denitrifikacijske bakterije, so ugotovili večje spremembe v 
raznolikosti kot z uporabo 16S rDNA markerja. Do sprememb je prišlo že pri manjših 
koncentracijah Pb (1 µg ml-1), večje koncentracije pa niso imele sorazmerno večjega vpliva. Iz 
tega so sklepali, da je denitrifikacijska pot posebej občutljiva na izpostavitev kovinam (Sobolev 
in Begonia, 2008). 
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Čeprav so v zgoraj navedenih in še številnih ostalih študijah odkrili zmanjšanje količine MO 
in/ali zmanjšanje raznolikosti in spremenjeno sestavo, pa obstaja tudi nekaj takih, kjer 
sprememb niso zaznali oziroma so bile te obratne. Deng in sod. (2015) na primer niso zaznali 
sprememb v vsebnosti biomasnega dušika v tleh onesnaženih s Pb in Cd, podobno Wang in 
sod. (2017) niso zaznali sprememb v biomasnem ogljiku po dodatku Cu. Berg in sod. (2012) 
pa niso zaznali sprememb v raznolikosti mikrobne združbe. Xiao in sod. (2017) so, obratno, 
zaznali večjo raznolikost v onesnaženih tleh kot v neonesnaženih.  
 
Raziskave je med seboj težko primerjati in narediti zaključke, saj na MO v tleh ne vplivajo le 
PTK, ampak tudi pH, tekstura in delež organske snovi, ki se med lokacijami razlikujejo (Tang 
in sod., 2019). Poleg tega različna sestava mikrobne združbe v tleh vpliva na prilagoditev le teh 
na PTK. Tako lahko na primer arheje, ki so zaradi bolj togih membran odpornejše na PTK, z 
ustvarjanjem ugodnejšega okolja omogočijo preživetje tudi (nerezistentnim) bakterijam. To je 
mogoče, saj lahko reducirajo kovinske ione z uporabo amonijaka, vodikovega sulfida ali 
elementarnega žvepla kot donorja elektronov. V takšni obliki pa so PTK manj toksične. 
Potrebno je upoštevati tudi, da iz krajših laboratorijskih raziskav ne moremo sklepati na 
dolgoročne učinke ki jih imajo PTK na mikrobno združbo v tleh. Do zmanjšanja biomase tako 
lahko pride šele po določenem času tretiranja, raznolikost pa se lahko tam, kjer je upadla, čez 
čas povrne. To je posledica prilagoditve mikrobne združbe na povečane vsebnosti PTK (Li in 
sod., 2017; Tang in sod., 2019). 
 
Čeprav so zgoraj navedeni kazalci dober pokazatelj sprememb mikrobiote v tleh, pa nam ne 
dajo podatka o spremembah v procesih. Kljub spremembam v mikrobni združbi lahko namreč 
procesi v tleh nemoteno potekajo. Pojav lahko razložimo s  funkcionalno redundanco, saj ob 
izgubi posameznih skupin MO njihove funkcije lahko prevzamejo druge. V tleh je lahko več 
skupin MO, ki opravljajo podobne funkcije. Če je torej v tleh prisotna funkcionalna redundanca, 
oziroma več skupin MO, ki opravljajo podobne funkcije, je lahko, kljub zmanjšani raznolikosti 
po onesnaženju s PTK, aktivnost nemotena (Tang in sod., 2019). 
2.4.2 Encimska aktivnost 
Encimi so v tleh zelo pomembni, saj z njihovo pomočjo potekajo biokemični procesi, ki so 
povezani tudi s kroženjem hranil v tleh. Ob povečanih vsebnostih PTK v tleh, lahko, odvisno 
od encima, pride bodisi do inhibicije, aktivacije ali pa nespremenjene encimske aktivnosti, kar 
je odvisno od metabolne poti, v kateri sodelujejo. Za ugotavljanje sprememb v encimski 
aktivnosti pod vplivom PTK se uporablja tisti encimi, na katere prisotnost povečanih vsebnosti 
PTK vpliva, to so predvsem katalaze, ureaze in dehidrogenaze. V številnih raziskavah so 
poročali o zmanjšani aktivnosti teh encimov ob povečanih vsebnostih PTK v tleh. Lahko pa 
pride tudi do hitrega upada teh encimov ob povečanju vsebnosti PTK in nato povrnitve 
encimske aktivnosti. Vzrok je v prilagoditvi bakterij na PTK s časom, pri čemer pride do 
selekcije na PTK rezistentnih oblik encimov. Potrebno je upoštevati, da je vpliv PTK na encime 
odvisen tudi od drugih okoljskih dejavnikov, kot so količina organske snovi, pH, velikost 
delcev v tleh in drugi. Ravno tako kot pri spremembi v mikrobni združbi, ni nujno da imajo 
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spremembe negativne učinke na procese v tleh, kar je odvisno od pomembnosti in 
nadomestljivosti encima (Tang in sod., 2019). 
3 REZISTENCA 
O bakterijski rezistenci na PTK govorimo takrat, kadar posamezne predstavnice bakterij 
razvijejo mehanizme, ki jim omogočajo rast v okolju s povečanimi vsebnostmi PTK, v katerem 
večina ostalih MO ni zmožna rasti in razmnoževanja. 
3.1 MEHANIZMI BAKTERIJSKE REZISTENCE NA POVEČANE VSEBNOSTI PTK 
Bakterije, ki so bile izpostavljene visokim vsebnostim PTK, ki jih najdemo na primer na 
odlagališčih odpadkov, pri predelavi rud, v hidrotermalnih vrelcih in na področjih blizu aktivnih 
vulkanov, so se na njih prilagodile in razvile mehanizme za zaščito občutljivih celičnih 
komponent proti delovanju ionov PTK. 
 
Raziskave mehanizmov rezistence so pokazale, da se geni nahajajo na kromosomih ali na 
mobilnih genskih elementih, kot so transpozoni in plazmidi. Geni, ki se nahajajo na 
transpozonih in plazmidih, se lahko s horizontalnim prenosom prenašajo med organizmi. 
 
Bakterijska rezistenca je odvisna od različnih dejavnikov, kot sta način transporta kovinskih 
ionov v celice in vloga kovinskih ionov v celičnem metabolizmu (Etesami, 2018). Različni 
mehanizmi rezistence na PTK, predstavljeni na sliki 2,  so v nadaljevanju podrobneje opisani. 
 
Slika 2: Mehanizmi bakterijske rezistence (Lemire in sod., 2013) 
3.1.1 Povečano aktivno izločanje z izlivnimi črpalkami 
Povečano aktivno izločanje z izlivnimi črpalkami je mehanizem, ki vključuje membranske 
črpalke (tudi membranski transporterji), ki so namenjene izločanju PTK iz celic (Lemire in sod., 
2013). Pri tem sistemu ob povečanih vsebnostih PTK v celici pride do povečanega izražanja 
genov za izlivne črpalke in aktivnega črpanja ionov PTK iz celice. 
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Glavne skupine izlivnih črpalk, ki izločajo (tudi) PTK iz celic so: (a) ATPaze tipa P, ki črpajo 
kovinske ione iz citoplazme v periplazmo, z uporabo energije, nastale s hidrolizo ATP; (b) CBA 
transporterji, ki izločajo ione iz cito- in periplazme v okolico z uporabo kemiosmotskega 
gradienta in (c) CDF (angl. cation diffusion facilitator) transporterji, ki delujejo na protonsko 
gibalno silo in ravno tako izločajo ione iz citoplazme v periplazmo (Etesami, 2018).  
 
Zaenkrat so črpalke najbolj proučene pri bakteriji Staphylococcus aureus, kjer so našli že več 
kot 20 proteinov, ki so njihovi sestavni deli. Razen v Staphylococcus aureus so črpalke našli v 
predstavnicah Alcaligenes eutrophus, Ralstonia sp., Acidithiobacillus ferroxidans, Escherichia 
coli in drugih (Abbas in sod., 2018). 
 
Geni za črpalke in ostale proteine, ki so vključeni v aktivno izločanje PTK iz celic, so zapisani 
na kromosomih, plazmidih ali transpozonih. Dobro poznan operon, ki kodira proteine vključene 
v rezistenco na Cd je cadCA. Ta vsebuje gen cadA, ki kodira ATPazo, ta pa omogoča izvažanje 
Cd iz celic z uporabo energije iz hidrolize ATP (Abbas in sod., 2018). Nies in sod. (2000) so 
pri bakteriji Ralstonia metallidurans CH34 odkrili operon czs, ki kodira sistem za aktivno 
izvažanje Co, Cu in Zn iz celic. Sistem vključuje gene czcCB2A, ki kodirajo RND transporter, 
ta pa izloča katione iz celice s pomočjo kemiosmotskega gradienta. Za regulacijo sistema so 
odgovorni geni czsN, czsI in czsR, katerih izražanje je odvisno od koncentracije kationov v 
celici.  
 
Še en znan operon, ki kodira proteine, vključene v rezistenco na As, je arsRDABC, ki vsebuje 
gene  arsR, arsD, arsA, arsB in arsC. Operon je ob odsotnosti As zaseden z represorjem in je 
tako njegovo izražanje onemogočeno. Ko pa je v celici As(III) prisoten, pride do izražanje 
genov arsD, arsA in arsB iz tega operona. Nastali protein ArsD prenese As(III) na ATPazo, ki 
je sestavljena iz podenot arsA in arsB in omogoči izločanje As iz celice (Nanda in sod., 2019). 
Sistem je prikazan na sliki 3. 
 
Slika 3: Sistem ArsRDABC (Nanda, 2019) 
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3.1.2 Zmanjšan privzem iz okolja 
Pri tem sistemu ravno tako kot pri prejšnjem sodelujejo membranske črpalke, le da gre tu za 
črpalke, ki služijo prenosu ionov v celice. Ker so ioni PTK po strukturi podobni ionom 
esencialnih kovin, je potrebna močna regulacija, ekspresija in aktivnost proteinov, ki so 
vključeni v privzem kovin. Poleg tega je potreben močen nadzor nad koncentracijo kovin, ki 
vstopijo v celico. Zato so bakterije razvile regulatorne mehanizme, ki vključujejo regulatorje, 
ki vežejo  kovinske ione in vplivajo na izražanje genov za membranske črpalke (Lemire in sod., 
2013). 
 
Dobro poznan regulator privzema kovin iz okolja je gen zur, ki je vključen v regulacijo 
operonov, ki sodelujejo pri transportu Zn v celico. Zur kodira transkripcijski faktor, ki ob 
prisotnosti Zn v celici povzroči represijo: (a) ycdH-vsebujočega operona, ki kodira ABC 
transporter, ki je vključen v prenos Zn v celico in (b) gena yciC, ki kodira integralni membranski 
protein z doslej nepoznano funkcijo. Raziskava je vključevala dva seva B. subtillis – divji tip 
in zur mutantni sev, ki so ju gojili na gojišču z dodanim cinkom in ostalimi kovinami (Co, Cu, 
Fe, Mn), ter na gojišču brez Zn. Primerjali so proteinske profile iz divjega tipa in mutantnega 
seva zur. Na gojišču z dodanim Zn  so ugotovili, da je bil pri mutantnem sevu zur  prisoten 45 
kDa protein, ki je produkt gena yciC. Ker ga v divjem sevu ni bilo, so sklepali, da je izražanje 
proteina kontrolirano z zur-kodirajočim metaloteoninskim regulatornim proteinom. Tudi na 
gojišču brez Zn do represije ni prišlo, torej se sklepa, da Zn vpliva na izražanje zur. Podobne 
rezultate so opazili pri izražanju ycdH, kjer  je ravno tako prišlo do represije s Zn, za kar je bil 
potreben zur. Regulacija izražanja ycdH je skoraj identična izražanju yciC (Gaballa in Helmann, 
1998). 
3.1.3 Zunajcelična zaplemba PTK 
Pri mehanizmu zunajcelične zaplembe sodelujejo zunajcelični polimeri (npr. biosurfaktanti) 
in siderofori, ki se ob prisotnosti PTK v nekaterih bakterijah bolj izražajo. Te molekule 
vsebujejo funkcionalne skupine, ki so zmožne lovljenja in precipitacijo kovinskih ionov izven 
celic. Kovinski ioni se lahko vežejo tudi na površino bakterijske celice, kjer sodelujejo proteini 
ali polisaharidi (Lemire in sod., 2013). 
3.1.3.1 Siderofori 
Primer bakterije, ki je rezistenco dosegla s proizvodnjo siderofor, je Pseudomonas stutzeri KC, 
ki producira siderofor piridin-2,6-bistiokarboksilna kislina (PDTC). Izkazalo se je, da ima 
PDTC, ki ga izloča bakterija, zmožnost redukcije Cr(VI) v Cr(III). Cr(III) lahko tvori 
komplekse s PDTC in produkti njegove hidrolize. Nato lahko pride do izpusta Cr(III) iz 
kompleksov v obliki sulfidov ali oksidov. Do nastanka kompleksov pride tudi z Hg, Pb, Cd, 
As, kjer hidroliza vodi v nastanek sulfidov. Dokazali so, da je PDTC producirajoči sev 
Pseudomonas stutzeri boj toleranten na PTK kot mutantni sev (Zawadzka in sod., 2007). 
Podoben primer je bakterija Pseudomonas aeruginosa, ki je zmožna proizvodnje siderofor 
pioverdin (angl. Pyoverdine, PVD) in piokelin (angl. Pyochelin, PCH) . Raziskava je pokazala 
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manjšo občutljivost na PTK pri siderofore-producirajočih sevih kot pri tistih, ki niso proizvajali 
siderofor. S pomočjo emisijske spektometrije (angl. coupled plasma-atomic emission 
spectrometry) so ugotovili, da sta obe siderofori sposobni zaplembe PTK iz zunajceličnega 
okolja in s tem zmanjšanja difuzije v bakterijo. PCH je sposoben zaplembe Al3+, Co2+, Cu2+, 
Eu3+, Ni2+, Pb2+, Tb3+ in Zn2+ iz zunajceličnega okolja, PCH pa Al3+, Co2+, Cu2+, Ni2+, Pb2+ in 
Zn2+. Poleg tega je dodatek 100 µM Cu2+ in Ni2+ povečal proizvodnjo PVD za 290 oziroma za 
380% v gojišču obogatenem s Fe. Iz rezultatov so zaključili, da sta PVD in PCH zaslužna za 
rezistenco bakterije na PTK (Braud in sod., 2010). 
3.1.3.2 Biosurfaktanti 
Biosurfaktanti so povšinsko aktivne snovi, ki jih izločajo bakterijske celice. Primer 
biosurfaktantov so ramnolipidi (glikolipid) iz Pseudomonas aeruginosa, surfaktin iz Bacillus 
subtilis in soforolipid iz Torulopsis bambicola, s pomočjo katerih je možna odstranitev PTK iz 
okolja. Ugotovili so, da do odstranitve PTK pride s sorpcijo surfaktantov na površino tal in 
kompleksacijo s PTK. Pri tem pride do odcepitve PTK iz tal, prehoda v raztopino in 
povezovanja z micelami surfaktanta. S postopno ekstrakcijo sedimentov z različnimi surfaktanti 
so ugotovili, da sta biosurfaktanta ramnolipid in surfaktin lahko odstranila organsko vezan 
baker, soforolipid pa je lahko odstranil na karbonat in oksid vezan cink (Mulligan in sod., 2001). 
3.1.4 Znotrajcelična zaplemba PTK 
Znotrajcelična zaplemba je mehanizem, pri katerem pride do precipitacije kovin, v obliki 
kovinskih oksidov, kovinskih sulfidov in kovinsko proteinskih agregatov. Nastali skupki so 
močno povezani s citoplazemsko membrano. Kovine s tem mehanizmom ostanejo zaplenjene 
v periplazemskem prostoru. Za zaplembo bakterije uporabijo dva tipa citoplazemskih 
proteinov: metalotionine in fitokelatine, ki so bogati s cisteinskimi ostanki in vežejo ione PTK 
s sulfhidrilnimi skupinami (Lemire in sod., 2013). Olafson in sod. (1979) so pri cianobakteriji 
Synechococcus sp. RRIMP N1 prvi zaznali bakterijski metalotionin SmtA, katerega izražanje 
inducirajo ioni Cd. 
3.1.5 Kemijska modifikacija PTK 
Mehanizem kemijske modifikacije PTK vključuje reakcije, ki  PTK spremenijo  v manj toksične 
ali manj (bio)dostopne oblike s spremembo kemijske reaktivnosti. Pride lahko do spremembe 
redoks stanja kovine, nastanka kovinsko kristalne oborine ali tvorbe organo-kovin - kemijske 
snovi, pri katerih so na ogljik vezane kovine (Lemire in sod., 2013). 
 
Lep primer kemijske modifikacije PTK je rezistenca na Hg, ki ji botruje sistem MerR (slika 4). 
Temelji na encimski razgradnji organskih spojin živega srebra, ki ji sledi redukcija ionov živega 
srebra (Hg2+) v manj toksično in bolj hlapno obliko (Hg0). V taki obliki lahko Hg zapusti celico 
z difuzijo (Sone in sod., 2013). Sistem je sestavljen iz kaskade encimov, ki jih kodirajo geni 
mer, med katerimi so najpomembnejši merP, meB in merA. Najprej se Hg2+ transportira v celico 
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s parjenjem s cisteinskimi ostanki encima merP. Znotraj celice nato v postane dostopen 
cisteinskemu paru liaze organskih molekul z živim srebrom merB in kasneje reduktazi iona 
živega srebra merA, Ta encim uporabi NAD(P)H kot donor elektronov za redukcijo Hg2+ v 
Hg0, ki zapusti celico z difuzijo (Giovanella in sod., 2017). Poleg omenjenih genov so pri sevu 
Psevdomonas K-62 odkrili še ostale gene mer, med katerimi sta najpomembnejša: (1) 
regulatorni gen merR, ki tako pozitivno kot negativno vpliva na transkripcijo ostalih genov in 
(2) merG, ki je odgovoren za zmanjšanje celične prepustnosti za fenil živo srebro.. Geni se 
nahajajo na dveh plazmidih: pMR26 in pMR68. PMR26 vsebuje dva operona mer. En vsebuje 
merR-o/pmerT-merP-merA-merG-merB1, drugi pa merR-o/p-merB2-merD. Na plazmidu 
pMR28 pa so odkrili 3 genske skupke mer: merR-orf4-orf5-merT1-merP1-merF-merA-merB1, 
merT2-merP2 in merB2 (Sone in sod., 2013). 
 
Slika 4: Sistem MerR  (Nanda in sod., 2019) 
3.1.6 Rezistenca na PTK v povezavi z rezistenco na antibiotike 
Znano je, da onesnaženje s PTK lahko izzove ko-selekcijski proces, tako da pride do selekcije 
bakterij, ki izkazujejo tako rezistenco na PTK, kot tudi na antibiotike. Antibiotiki, uporabljeni 
v živinoreji, lahko preko gnojenja pridejo v tla, na katerih gojijo rastline in tam pridejo v stik s 
PTK. Tudi če je v tleh prisotna v večjih količinah le ena PTK in en antibiotik, lahko to povzroči 
koselekcijo za več mehanizmov rezistence na antibiotike. Tako lahko PTK v okolju pospešijo 
širjenje rezistence za antibiotike. Če gre za antibiotike, pomembne v medicini in veterini, to 
lahko predstavlja dodatno tveganje za zdravje, saj se rezistenca lahko horizontalno prenese s 
komenzalnih na patogene bakterije. Za to, da pride do koselekcije, je potrebno, da PTK (Hg, 
Cd, Cu, Zn) dosežejo določeno kritično koncentracijo (Henriques in sod., 2016). 
 
Do ko-selekcije rezistence na PTK in antibiotike pride zaradi: (a) ko-rezistence, kar pomeni, da 
so mehanizmi rezistence na PTK in antibiotike kodirani na istem mobilnem genskem elementu; 
ali (b) kros-rezistence, kar pomeni, da isti mehanizem botruje tako PTK kot tudi antibiotikom 
(npr. izlivne črpalke) (Henriques in sod., 2016). Primer ko-rezistence je prisotnost genov tcrB, 
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ermB za odpornost proti makrolidom in gena vanA za odpornost proti glikopeptidom, kar so 
opazili pri Enterococcus faecium izoliranem iz farmskih živali (Hasman in Aarestrup, 2002).  
 
Becerra-Castro in sod. (2015) so proučevali vpliv Zn in Cu na razvoj rezistence na antibiotike 
pri bakterijah. Bakterije so najprej ločeno nagojili na gojiščih z dodatkom Zn in Cu, ter jih 
prenesli na selektivna gojišča z antibiotiki (sulfametoksazol in ciprofloksacin). Na gojišču s Zn 
je prišlo do močnega upada koncentracije bakterij, na tistem s Cu pa ne tako, kar lahko 
pripišemo manjši (bio)dostopnosti Cu. Večina izoliranih sevov, ki so zrasli na s Zn bogatem 
gojišču, je kazalo tudi rezistenco na enega ali več antibiotikov, na gojišču s Cu pa tega niso 
opazili, saj zaradi slabše (bio)dostopnosti le-tega ni prišlo do selekcije rezistentnih bakterij, ki 
bi vsebovale tudi gene za rezistenco na antibiotike. Zaključili so, da bi Zn lahko uporabili kot 
potencialni selektor bakterij, rezistentnih na antibiotike. 
3.2 IZKORIŠČANJE BAKTERIJSKE REZISTENCE NA PTK V BIOTEHNOLOGIJI 
Lastnost bakterij, da so zmožne rasti v okolju s povečanimi koncentracijami PTK, omogoča 
njihovo uporabo v okoljski biotehnologiji, za bioremediacijo tal. 
3.2.1 Bioremediacija 
Bioremediacija je tehnika, ki se uporablja za odstranjevanje onesnažil, vključno s PTK iz 
ekosistema na okolju bolj prijazen način. Pri tem lahko uporabimo biološke mehanizme MO ali 
rastlin, ki so rezistentne na PTK. Uspešnost bioremediacije je odvisna od metaboličnega 
potenciala MO, to je sposobnosti, da jih spremeni v manj toksično ali neškodljivo obliko. 
Bioremediacija lahko poteka in-situ ali ex-situ. In-situ poteka na onesnaženem mestu, ki ga 
morajo najprej obogatiti s hranili za potencialne bioremediacijske MO. Nato dodajo MO, ki so 
lahko naravni ali gensko spremenjeni. Dejanska uspešnost odstranitve iz okolice je odvisna od 
(bio)dostopnosti onesnaževalca, torej PTK (Ojuederie in Babalola, 2017). Zaenkrat so takšen 
način uporabe bakterijskih kultur odpornih na PTK za odstranjevanje PTK proučevali le v 
laboratorijskih razmerah. 
 
Zelo dober bioremediacijski potencial v laboratorijskih razmerah kažejo sokulture, ki delujejo 
sinergistično in tako lahko bolje odstranijo mešanico PTK iz okolja, ki jih obdaja. Kang in sod. 
(2016) so za odstranjevanje Pb, Cd in Cu iz gojišča, v laboratorijskih razmerah, uporabili 
mešanico sevov Viridibacillus arenosi B-21, Sporosarcina soli B-22, Enterobacter cloacae KJ-
46 in Enterobacter cloacaecoli KJ-47, ki so jih predhodno izolirali iz vzorcev tal na področju 
opuščenega rudnika v Koreji. Zaradi sinergističnega učinka so pri mešani kulturi zaznali večjo 
stopnjo rasti, ureazno aktivnost in rezistenco na PTK ter uspešnejše bioremediacijsko delovanje 
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3.2.2 Spodbujanje fitoremediacije in rasti rastlin na onesnaženih področjih 
Pri fitoremediaciji gre za zmanjšanje vsebnosti PTK v tleh z uporabo rastlin in MO v rizosferi. 
Je poceni in okolju prijazen proces, katerega učinkovitost določa nivo onesnaženosti, količina 
onesnaževalca in sposobnost rastline, da privzame PTK iz tal. Učinkovitost fitoremediacije se 
lahko izboljša s povečanjem mobilnosti PTK ali topnosti v tleh in spodbujanjem rasti rastlin 
(Ojuederie in Babalola, 2017). 
 
Rastline za svojo rast nujno potrebujejo MO, ki jim omogočijo izkoriščanje hranil iz tal za svojo 
rast. Največja koncentracija MO (bakterije, glive, alge, protozoe in aktinomicete) je v rizosferi, 
najverjetneje zaradi visoke vsebnosti hranil, ki jih izločajo korenine in jih bakterije lahko 
izkoristijo za svojo rast. Snovi, ki jih izločajo korenine, vplivajo na oblikovanje mikrobne 
združbe v rizosferi. Z manipulacijo rizosfere lahko povzročimo spremembo mikrobne 
raznolikosti in posledično izboljšamo rast in zdravje rastlin, preko vpliva na dinamiko vode in 
encimsko aktivnost (Ahmad in sod., 2018). 
 
V povezavi z izboljšanjem fitoremediacije so proučevali predvsem rizobakterije - bakterije, ki 
lahko živijo prosto v rizoferi ali v prostorih med koreninskimi tkivi, kjer se ustvari simbiotska 
povezava z rastlinami in endofitske bakterije, ki se nahajajo v rastlinah in živijo v obliki 
nodulov ali drugih izrastkov (Ahmad in sod., 2018; Glick, 2003). Tako endofitske kot 
rizobakterije spadajo med rast spodbujajoče bakterije (angl. Plant growth promoting 
bacteria, PGPB), ki so pomembne tudi v okoljih s povečano vsebnostjo PTK, saj so mnoge 
rezistentne na povečane koncentracije le teh. Rast rastlin pospešujejo s fiksacijo atmosferskega 
dušika, ki ga dovajajo rastlinam, sintezo siderofor, ki lahko raztopijo Fe iz tal in ga dovedejo 
celicam, sintezo fitohormonov (avksini in citokinini) in encimov (npr. ACC deaminaza), ki 
uravnavajo rast in razvoj rastlin. Sposobne so tudi proizvodnje sekundarnih metabolitov z 
antibiotičnim delovanjem, protiglivnih spojin, insekticidov in imunosupresantov (Glick, 2003; 
Grobelak in sod., 2015). Med pomembnejše snovi, ki jih izločajo PGPB, sodi ACC deaminaza, 
ki povzroči toleranco na stres zaradi kovin v rastlinah. Posledično se lahko izboljša 
fitoekstrakcijski in fitoremediacijski potencial rastlin. V rastlinah se ob stresu (tudi povečana 
vsebnost PTK) sintetizira etilen, ki je sicer nujno potreben v začetnih fazah rasti. Nujen je za 
prekinitev dormance semena, a če nivo kasneje ostane visok, lahko inhibira rast korenin. 
Prekurzor etilena je ACC, ki ga ACC deaminaza lahko pretvori v alfa-ketobutirat in amoniiak. 
Torej če je rastlina v takem okolju obkrožena s PGPR bakterijami, ki izločajo ACC deaminazo, 
lahko normalno raste in se razvija (Ahmad in sod., 2018; Grobelak in sod., 2015). 
 
Poleg spodbujanja rasti rastlin z izločanjem hormonov in ostalih snovi, lahko PGPR z 
različnimi mehanizmi vplivajo na vstop kovin v rastline. Nekateri procesi lahko mobilizirajo 
(acidifikacija, kelacija ali protonacija) drugi pa imobilizirajo PTK v rizosferi (precipitacija, 
alkalinizacija, kompleksacija), nekateri pa lahko storijo oboje (kemijska modifikacija). To 
povzroči bodisi zmanjšanje ali pa povečanje (bio)dostopnosti PTK in bodisi zmanjšan ali 
povečan vstop PTK v rastline Z vidika fitoremediacije so posebno pomembni procesi, ki 
zvečajo (bio)dostopnost. saj se tako lahko PTK v večjih koncentracijah kopičijo v rastlinah, ki 
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jih kasneje lahko odstranimo iz tal (Etesami, 2018).  Opravljenih je bilo že veliko raziskav, kjer 
so proučevali akumulacijo PTK v rastlinska tkiva pod vplivom PGPB.  
 
Rajkumar in Freitas (2008) so Ricinus communis v tleh onesnaženih s PTK (Ni, Cu, Zn) 
inokulirali s PGPR bakterijama Pseudomonas sp. PsM6 in Pseudomonas jessenii PjM15  in 
preverjali vsebnost kovin v rastlinskih tkivih. Odkrili so povečano akumulacijo v rastlinska 
tkiva (predvsem Zn) in indirektno povečanje biomase poganjkov in korenin. Predvidevajo, da 
je povečana akumulacija Zn v prisotnosti PGPR posledica boljšega privzema Zn v kislem 
okolju, do česar pa je prišlo kot posledica raztapljanja Pb v tleh. Sheng in sod. (2008) so 
uporabili na Pb odporne endofitske bakterije Pseudomonas fluorescens G10 in Microbacterium 
sp. G16 za inkoluacijo tal onesnaženih s PTK. Odkrili so, da je bila mobilizacija Pb po 
inokulaciji z bakterijami večja kot pred inokulacijo. Akumulacija Pb v rastlinskih poganjkih se 
je povečala iz 76% na 131% (Pseudomonas fluorescens) in iz 59% na 80% (Microbacterium 
sp.). Bakterije so povečale (bio)dostopnost Pb v rizosferi in pospešile rast Brassica napus, 
posledično pa je bil privzem Pb v rastlino večji. Predvidevajo, da je to posledica proizvodnje 
siderofor ali organskih kislin, kar povzroči raztapljanje Pb. Emenike in sod., 2016 poročajo o 
uspešni uporabi bakterij Bacillus sp., Lysinibacillus sp. in Rhodococcus sp. za odstranjevanje 
PTK iz okolja. V laboratorijskem poskusu so uporabili tla, onesnažena z izcedno vodo iz 
odlagališča odpadkov, bogato s PTK. Testne bakterije so v onesnaženih tleh zmanjšale 
koncentracije Cu, Mn in Pb. Predvsem koncentracije prostih bakrovih ionov so bile v 
onesnaženih tleh učinkovito zmanjšane (> 80%). Tu je zelo verjetno prišlo do vezave Cu na 
protein sloja S (SbpA) na površini bakterijskih celic.  
 
Obratno so, v raziskavi na endofitskih bakterijah iz riža Methylobacterium oryzae CBMB20 in 
Burkholderia sp. CBMB40, odkrili zmanjšanje toksičnosti in akumulacije Ni in Cd in nadaljnji 
prenos v poganjke paradižnika. Povečano toleranco rastlin paradižnika in rast so pripisali 
zmanjšanemu vnosu v rastline, preko mehanizma biosorpcije toksičnih ionov na površine 
bakterijskih celic (Madhaiyan in sod., 2007).  
4 ZAKLJUČEK 
Dandanes prisotnost PTK v tleh predstavlja zelo velik okoljski problem. V onesnaženih okoljih 
je prišlo do selekcije bakterij, ki so odporne na PTK in jim ta lastnost omogoča preživetje in 
vključitev PTK v svoj metabolizem. Čeprav je bilo opravljenih že veliko število raziskav o 
mehanizmih bakterijske rezistence, ti še vedno niso v celoti pojasnjeni. Proučevanje bakterij, 
rezistentnih na PTK in mehanizmov rezistence bi v prihodnosti omogočilo uspešno zmanjšanje 
toksičnosti PTK v okolju oz. njihovo odstranitev preko rastlin.  
 
Bakterije so sicer uspešni bioremediatorji snovi v okolju, a pri PTK se zaenkrat še niso izkazale 
za najbolj uspešne. Problem je, da PTK ni mogoče razgraditi, pač pa jim lahko bakterije le 
zmanjšajo/zvečajo (bio)dostopnost ali pa jim spremenijo obliko v manj toksično. Potencialno 
bi te bakterije sicer lahko uporabili za bioremediacijo tal, a ostaja vprašanje, kako trajen bi bil 
tak učinek. Če nek organizem nase veže ali akumulira PTK, so le te še vedno prisotne v tleh, le 
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v trenutnih razmerah ostalim organizmom niso na voljo. Večji potencial bi torej, po mojem 
mnenju imele tiste, ki spremenijo PTK v tako obliko, ki je manj toksična. Poleg tega, da 
rezistentne bakterije ne razgradijo PTK, je problem tudi v iskanju prave bakterijske združbe, ki 
bi lahko vsaj delno zmanjšala  tveganja. Problem je namreč, da na toksičnost PTK vplivajo tudi 
kombinacije okoljskih dejavnikov ter interakcije med organizmi v tleh, kar je potrebno raziskati 
in upoštevati pri sestavljanju prave združbe za remediacijo. Tudi če bi tla inokulirali z 
bakterijami, ki imajo dokazano dober potencial za bioremediacijo, ne vemo, koliko časa se bo 
združba zadržala v okolju. Obstaja tudi možnost ex vivo bioremediacije v bioreaktorjih, kjer je 
mogoče zagotoviti idealne pogoje za rast in delovanje rezistentnih bakterij. Tak način ne bi bil 
primeren za reševanje problema na večjih površinah. Ne smemo tudi zanemariti dejstva, da je 
rezistenca na PTK v nekaterih primerih neposredno povezana z rezistenco na antibiotike. Zaradi 
tega bi lahko z namernim vnašanjem večjih količin rezistentnih bakterij v okolje prišlo do 
nezaželenega širjenja genov za rezistenco na antibiotike.  
 
Čeprav mnogi raziskovalci omenjajo velik potencial bakterij rezistentnih na PTK za reševanje 
problema onesnaženih tal, pregled rezultatov raziskav kaže na to, da je pot do rešitve problema 
s PTK v tleh še zelo dolga. Boljše poznavanje mehanizmov rezistence bo gotovo prispevalo k 
učinkovitejši biotehnološki uporabi takih bakterij. 
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